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Resumen

En la actualidad, gran cantidad de biomoléculas se asocian con propiedades
“especiales”, algunas utiles para combatir ciertas enfermedades degenerativas. El
acido elagico y los elagitaninos han logrado gran relevancia debido a la reduccién o
prevencion de enfermedades tales como cancer, enfermedades cardiacas,
hipertension, disminucion de colesterol, inhibicién de bacterias, parasitos y virus,
como el VIH y Papiloma. Esto ha propiciado su interés comercial para su consumo
como complemento o incluso como medicamento, por lo que la demanda ha ido en
aumento en los Ultimos afos. La forma tradicional de obtencion de acido elagico es
a través de procesos que involucran sustancias altamente contaminantes como
acidos y alcalis y que ademas requieren gran cantidad de energia calorifica; esto ha
propiciado la busqueda del desarrollo de procesos biolégicos que permitan obtener
acido elagico. Las recientes investigaciones sobre estos procesos se han dirigido
hacia fuentes naturales ricas en compuestos fendlicos, como son los elagitaninos,
que puedan ser degradados por enzimas provenientes de especies de hongos
filamentosos o de hongos levaduriformes, siendo estos Ultimos la alternativa mas
novedosa en los ultimos afios. Debido a esto, se presenta la siguiente revision para
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dar una perspectiva general de los Ultimos avances para la obtencién de acido
elagico mediante fermentaciones con levaduras no-convencionales, utilizando como
sustrato productos endémicos de la region. Para llegar a este punto es necesario
hacer un repaso desde los fundamentos de compuestos fitoquimicos, clasificacion,
biosintesis y extraccion de los compuestos de interés, posteriormente se destacaran
sus principales aplicaciones en el area médica, concluyendo con la revision de las
levaduras no-convencionales como posibles productoras de enzimas.

Palabras clave: acido elagico, elagitaninos, fuentes naturales, hongos.

Abstract

At present, many biomolecules are associated with "special" properties, some useful
for combating certain degenerative diseases. Ellagic acid and ellagitannins have
achieved great relevance due to the reduction or prevention of diseases such as
cancer, heart disease, hypertension, cholesterol reduction, inhibition of bacteria,
parasites and viruses, such as HIV and Papilloma. This has led to its commercial
interest, for consumption as a supplement or even as a medicine, so that demand
has been increasing in recent years. The traditional way of obtaining ellagic acid is
through processes that involve highly polluting substances such as acids and alkalis,
and that also require a large amount of heat energy; this has led to the search for
the development of biological processes that allow ellagic acid to be obtained.

Recent research on these processes has been directed towards natural sources rich
in phenolic compounds, such as ellagitannins, which can be degraded by enzymes
from filamentous fungi species, or yeast-like fungi, the latter being the most novel
alternative in recent years, due to this, the following review is presented to give a
general perspective of the latest advances in obtaining ellagic acid through
fermentations with non-conventional yeasts, using as a substrate endemic products
of the region. To reach this point it is necessary to review the basics of phytochemical
compounds, classification, biosynthesis and extraction of the compounds of interest,
later highlighting its main applications in the medical area, concluding with the review
of non-conventional yeasts as possible producers of enzymes.

Key words: Ellagic acid, ellagitannis, natural sources, fungi.
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Introduccion

El consumo de frutas no es simplemente una consecuencia de gustos y preferencias
personales, en la actualidad ayuda a solucionar problemas de salud debido al
contenido de nutrientes. Ademas de los nutrientes esenciales, las frutas presentan
compuestos como: micronutrientes, minerales, fibras, vitaminas y compuestos
polifendlicos. Los compuestos polifendlicos son un grupo diverso de fitoquimicos
que no se identifican como nutrientes esenciales, pero se les atribuyen efectos
positivos sobre la salud de quienes los consumen habitualmente en la dieta,
especialmente por su actividad como antioxidantes. Sin embargo, el mecanismo de
accion de estos compuestos ha sido tema de multiples estudios y debates, ya que
poseen numerosos efectos biolégicos incluyendo regulacién de la expresion de
genes y actividad de diversas enzimas (Beecher, 2003). El avance en las
investigaciones demuestra la importancia de estos micronutrientes para la salud
humana (Vasco et al., 2008; Haces et al., 2008). Dentro de estos compuestos se
encuentra un grupo muy importante denominado taninos, que a su vez se divide en
dos grupos: taninos condensados e hidrolizables (Vazquez-Flores, 2012). Los
taninos hidrolizables, como los galotaninos o elagitaninos, son precursores del acido
galico y el acido elagico, respectivamente (Vazquez-Flores, 2012). El estudio,
aplicaciéon e interés por la obtencion de los elagitaninos radica en los efectos
terapéuticos que tienen en su forma hidrolizada primaria, el acido elagico (Huang et
al., 2008). El acido elagico se obtienen mediante la hidrolisis enzimatica de los
elagitaninos, mediante enzimas especificas como la tanasa, B-glucosidasa y
elagitanasa, las cuales provienen de microorganismos como es el caso de los
hongos filamentos del género Aspergillus, sin embargo, la utilizacion de hongos
conlleva un aumento en la cantidad de sustrato requerido para su crecimiento, asi
como también demanda mayor tiempo para la fermentacion, lo que repercute a su
vez en los costos de energia, por lo tanto, se investiga el desarrollo de alternativas
para mejorar dicho proceso, utilizando levaduras no-convencionales, como
microorganismos productores de las enzimas de interés, reduciendo tiempo de
fermentacion y costos de mantenimiento y adaptacién de los microorganismos.
Aunado a esto, se realizd una serie de experimentos para obtener los elagitaninos
de un grupo denominado frutillas, que se caracterizan por su coloracién en tonos
morados o rosaceos como son fresa (Fragaria sp.) y zarzamora (Rubus sp.), que
pertenecen a la familia Rosaceae. La produccion de frutilas en México esta
creciendo, particularmente en los estados de Michoacan y Jalisco. A pesar de que
actualmente una proporcion importante se destina a la exportacion, el resto se
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consume en el mercado nacional, por lo que el conocimiento sobre el contenido de
los compuestos bioactivos antes descritos es importante.

Compuestos fitoquimicos

Las frutillas son fuentes conocidas de compuestos que promueven la salud. Tales
compuestos comprenden vitaminas, minerales y una gama de diferentes
antioxidantes polifenolicos (Beekwilder et al., 2005). Los compuestos fendlicos o
polifenoles, constituyen uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos de sustancias en el reino vegetal. Pueden variar a partir de moléculas
simples, tales como los acidos fendlicos, a compuestos altamente polimerizados,
tales como taninos. Las razones del reciente interés en compuestos fendlicos son
que la mayoria de los compuestos fendlicos poseen potente capacidad antioxidante
tanto in vitro como en vivo (Scalbert & Williamson, 2000). Fresas (Fragaria sp.) y
zarzamoras (Rubus sp.) tienen altos niveles de compuestos fendlicos y vitamina C
y como consecuencia son una fuente rica de antioxidantes en la dieta (De Ancos et
al., 2000). Los compuestos fendlicos incluyen antocianinas (Mullen et al., 2002) y
elagitaninos, los cuales se hidrolizan para producir el acido elagico, éste es de
particular interés desde un punto de vista dietético, ademas de que se ha mostrado
que tienen actividad antiviral (Le Donne et al., 2017), actividad antioxidante (Olivas-
Aguirre et al., 2014) y como proteccion contra los canceres de colon (Umesalma &
Sudhandiran, 2010), de pulmén y de esofago (Wang et al., 2017). Las antocianinas,
que son polifenoles de pigmento rojo, principalmente se encuentran en frutas y uvas
de bayas y han sido implicados en la proteccion contra las enfermedades coronarias
y ciertos tipos de cancer (Middleton et al., 2010).

Taninos

Los taninos son compuestos que no soélo poseen un elevado peso molecular, sino
presentan suficientes grupos hidroxilo unidos a estructuras fendlicas que les
confieren la caracteristica de formar complejos con proteinas, minerales y otras
macromoléculas (Reed, 2010). Se clasifican estructuralmente en dos grupos:
taninos condensados y taninos hidrolizables. Los taninos hidrolizables son ésteres
del acido galico o de su dimero el acido elagico. Tienen en su estructura una
molécula de azucar, normalmente glucosa, a la que se unen varias moléculas de
uno de los acidos fendlicos. La misma propiedad que propicia su uso en el curtido
enlazar moléculas de proteinas haciéndola mas resistente al ataque microbiano,
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esta relacionada con su aparente funcién en las plantas como protector contra el
ataque de herbivoros e insectos. La lesion en los tejidos libera los taninos de las
vacuolas, que se unen a las proteinas impidiendo su degradacion. El sabor
astringente de algunos frutos es debido al elevado contenido en taninos, que se
reduce durante la maduracion. Los taninos hidrolizables, como los galotaninos o
elagitaninos, son precursores de compuestos polifendlicos no flavonoides, como el
acido galico o elagico, respectivamente. Otros estudios subrayan la importancia de
llevar a cabo constantes investigaciones para la identificacion de las estructuras de
los taninos en vegetales, ya que su estructura quimica condiciona su actividad
biolégica (Gongalves et al., 2011) y su afinidad por ciertas moléculas del organismo
(Cala et al., 2010). Por su parte, los taninos condensados o proantocianidinas
provienen de la esterificacion de compuestos polifendlicos flavonoides, como las
catequinas o flavan-3-oles. Estudios recientes sefalan que algunas
proantocianidinas presentes en semillas de uvas pueden unirse también a porciones
monomeéricas de taninos hidrolizables, como el acido galico (Finn, 2001).

Elagitaninos y acido elagico

Los elagitaninos son taninos hidrolizables presentes en una rica variedad de
plantas, en el té, el vino tinto, las frutas, bebidas y diversas plantas medicinales
(Olivas-Aguirre et al., 2014). Se puede encontrar en forma libre, glicosilado o
formando complejos. Los elagitaninos constituyen una clase de polifenoles
caracterizados por uno o mas unidades de acido hexahidroxidifenico conocido por
las siglas HHDP, estas unidades se encuentran esterificadas a un azucar,
principalmente glucosa y existen diferentes posibilidades para este acoplamiento, lo
cual genera una gran variabilidad estructural de los elagitaninos (Niemetz & Gross,
2005). Estos compuestos se hidrolizan facilmente in vitro por la accién de acidos y/o
enzimas, liberando unidades de HHDP y glucosa (Olivas-Aguirre et al., 2014), para
su posterior lactonizacion espontanea, formando moléculas de acido elagico
(Clifford & Scalbert, 2000). La importancia de este metabolito radica en que su
molécula tiene gran similitud con la de compuestos de naturaleza estrogénica
presentes en mamiferos. Esto le ha valido ser ampliamente estudiado por sus
propiedades como: antimutagénico, antiviral, accién contra el cancer, antitumoral y
antioxidante, ademas de blanqueamiento de la piel (Stoner & Gupta, 2001). El grado
de madurez del fruto influye en la cantidad de elagitaninos que contiene, sin
embargo, no existe relacion entre el tipo de fruto y el estado de madurez, ya que la
cantidad cambia segun el fruto del que se trate. En los frutos maduros e inmaduros,
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el mayor contenido de acido elagico se encontré en la piel (Lee & Talcott, 2004). En
fresas ocurre una disminucion de acido elagico conforme la fruta va madurando
(Williner et al., 2003). Los elagitaninos y el &acido elagico se consumen
constantemente en frutas y en los alimentos o bebidas que se generan a partir de
ellas (Clifford & Scalbert, 2000). Las frutillas de la familia de Rosaceae (zarzamora,
frambuesa, fresa), contienen altos niveles (Kahkonen et al., 2001; Kaponen et al.,
2007; Maatta-Riihinen et al., 2004; Wada & Ou, 2002). Kahkénen et al., 2001
demostré que dentro de la familia de Rosaceae en el género Rubus la zarzamora y
la frambuesa, los principales fenoles encontrados fueron los elagitaninos, asi como
también en el género Fragaria con la fresa, los elagitaninos fueron el segundo grupo
mas grande después de las antocianinas.

El &cido elagico es una molécula muy estable que tiene un punto de fusién de 362°C
(Bala et al., 2006) y por su naturaleza fendlica tiende a reaccionar formando
complejos con otras moléculas como proteinas, alcaloides y polisacaridos. En vista
de estas propiedades del acido elagico, se han realizado distintos trabajos de
investigaciéon sobre su produccion por procesos biotecnolégicos (Vattem & Shetty
2003; Huang et al., 2005). Se ha encontrado que el acido elagico posee actividad
contra agentes nocivos para la salud, como los radicales libres, que son los
responsables de procesos como la oxidacién que promueve el envejecimiento de
las células del organismo. La presencia de radicales libres también representa un
riesgo en la formacion de distintas formas de cancer, el acido elagico se ha
reportado como un producto efectivo en contra de estos agentes (Martens-Talcott
et al., 2003). Las propiedades del acido elagico también son aprovechadas en la
industria de los alimentos, elaborando bebidas nutracéuticas y suplementos
alimenticios. Sin embargo, la aplicacion para la conservacion de alimentos es de
gran impacto para la industria de alimentos perecederos empleandolo como un
agente inhibidor de microorganismos (Saucedo-Pompa et al., 2009), algunas veces
asociadas a la actividad antioxidante que incrementa la vida util del alimento.

Biosintesis de elagitaninos

Los elagitaninos son componentes tipicos de muchas familias de plantas. Estos
compuestos muestran una enorme variabilidad estructural que resulta de los
posibles sitios multiples para la vinculacion de residuos de HHDP con el resto de
glucosa (que, a su vez, puede adoptar varias conformaciones que controlan el rango
de posibles disposiciones espaciales de los ligandos reactivos) y en particular por
su fuerte tendencia a formar una multitud de derivados diméricos y oligoméricos que
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estan interconectados por enlaces C-C y C-O-C (Haslam, 1998). Esta diversidad
estructural de elagitaninos, junto con su recientemente reconocido papel como
agentes quimioterapéuticos prometedores (Chao et al., 2009), han atraido el interés
durante décadas, culminando en otros recientes medios quimicos para sintetizar
elagitaninos (Feldman et al., 1999). Los residuos HHDP de elagitaninos pueden
proceder de la deshidrogenacién de grupos vecinos galoil de 1, 2, 3, 4, 6
pentagaloilglucosa (Haslam, 1998). Se pensé6 que dos grupos galoil en el C-4 y C-6
estan interconectados por un grupo HHDP, para producir tellimagrandin Il como un
metabolito elagitanino primario que puede ser sometido a otras reacciones de
oxidacion o hidrolisis de HHDP (acido hexahidroxidifenico) ya que posee una fuerte
tendencia a someterse a lactonizacién de forma espontanea para dar acido elagico.
Muchos intentos de desentrafar el mecanismo de la biosintesis de elagitaninos se
han llevado a cabo por los experimentos con oxidantes quimicos (por ejemplo, Oz,
Fe 3*), o por estudios con enzimas como la lacasa y peroxidasa, usando acido
galico, galato de metilo, B-glucogalin, 3,6-digaloilglucosa o pentagalloilglucosa como
sustratos (Gross, 1983). Sin embargo, soélo detectaron acido elégico libre, mientras
que la formacion de elagitaninos no se observé.

Biosintesis de acido elagico

El acido elagico es un compuesto fendlico, derivado dimérico del acido galico, que
en los frutos que lo contienen se puede encontrar en forma libre, glicosilado o como
simple o complejos elagitaninos (ésteres de acido hexahidroxi-difénico). La hidrdlisis
acida de estos ultimos produce acido elagico libre la subsecuente liberacién de
unidades hexahidroxidifenol (HHDP) y de un grupo éster (Olivas-Aguirre et al.,
2014). Diferentes microorganismos pueden degradan los elagitaninos, debido a que
secretan enzimas inducidas especificamente para romper los enlaces éster de los
elagitaninos, liberando de este modo glucosa y el grupo HHDP que de acuerdo con
lo reportado por Aguilera-Carbé et al (2008), este grupo sufre una lactonizacion
espontanea para formar el acido elagico, un compuesto mucho mas estable. El
acido elagico es producido por las plantas como un metabolito secundario, que se
acumula en las vacuolas de las células de dos formas: hidrolizado o en forma de
elagitanino, su precursor. Agrimoniin y sanguiin H-6 son los dos tipos de elagitaninos
mas abundantes en la fresa (Vrhovsek et al., 2012; Lipihska et al., 2014; Shi et al.,
2015; Selva et al., 2017). Los elagitaninos son mas solubles en agua que el acido
elagico (Landete, 2011). Los fenoles de las plantas, incluidos el acido elagico y los
elagitaninos, se han asociado con funciones bioldgicas diversas en las plantas,
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como la defensa contra bacterias, hongos, virus y herbivoros animales, asi como la
proteccion contra la radiacion solar, que puede beneficiar el rendimiento y el manejo
integrado de plagas al aumentar la resistencia de las plantas a algunas
enfermedades (Treutter, 2010; Amil-Ruiz et al., 2011; Schulenburg et al., 2016).

Extraccion de compuestos fotoquimicos

La extraccion de compuestos fotoquimicos a partir de productos frescos se lleva a
cabo, principalmente, por extraccion con solventes polares como es etanol, metanol,
acetona, propanol y acetato de etilo, a diferentes concentraciones en agua
(Antolovich et al., 2000; Luthria & Mukhopadhyay, 2006), convirtiéndose en un paso
fundamental previo para la cuantificacion precisa de capacidad antioxidante.
Aunado al método de extraccion empleado, la naturaleza de los compuestos
fendlicos y el método de ensayo, son los tres factores que influyen en la
cuantificacion de compuestos fendlicos en fuentes vegetales (Alothman et al.,
2009). La recuperacion de los polifenoles a partir de materiales vegetales es influida
por la solubilidad de los compuestos fendlicos en el disolvente utilizado para el
proceso de extraccion. Ademas, la polaridad del disolvente jugara un papel clave en
el aumento de la solubilidad del compuesto fendlico (Naczk & Shahidi, 2006). Por lo
tanto, es dificil desarrollar un procedimiento de extraccion de fenoles adecuado para
la extraccion de toda la planta. Mezcla de etanol y agua se utilizan cominmente
para la extraccion de fenoles a partir de fuentes vegetales (Bahorun et al., 2004;
Durling et al., 2007). Esto es debido a la amplia gama de fenoles que las mezclas
acuosas de etanol pueden disolver. Por otro lado, las mezclas de acetona-agua son
buenos sistemas de disolventes para la extraccion de antioxidantes polares (Sun et
al., 2002; Bahorun et al., 2004).

Actividades bioldgicas del acido elagico
Actividad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar, inhibir o prevenir la
oxidacion de compuestos oxidables, atrapando radicales libres y disminuyendo el
estrés oxidativo (Ani et al., 2006). El mecanismo del acido elagico, en particular, es
muy complicado ya que interactiia en diversos mecanismos como: 1) oxidacién por
radicales libres reactivos; 2) reacciones que involucran grupos hidroxilo nucledfilos;
y 3) sustitucion aromatica electrofilica de sus anillos aromaticos ricos en electrones
(Ahmed et al., 2016, Selva et al., 2017). El acido elagico también puede enlazar o
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interactuar con importantes macromoléculas biolégicas como el ADN, enzimas y
otras proteinas, asi como sustancias mas pequefas incluyendo minerales (Selva et
al., 2017). Se demostré que el acido elagico se une covalentemente al ADN en
estudios in vitro y esto se ha sugerido como un mecanismo para sus actividades
antimutagénicas y anticancerigenas (Zhang et al., 2014; Selva et al., 2017). Del
mismo modo, la interaccién del acido elagico con ciertas enzimas, como VEGFR-2
quinasa, y B-glucosidasa, puede dar efectos beneficiosos para prevenir y controlar
el cancer de mama, hiperglucemia e hipertension (da Silva Pinto et al., 2010; Zhang
et al., 2014; Selva et al., 2017). Los estudios in vitro también mostraron que el &cido
elagico muestra una actividad quelante efectiva de los iones ferrosos (Fe?*), que
contribuye a sus propiedades antioxidantes (Kilic et al., 2014) y se une al suero
humano albumina, la principal proteina transportadora en el suero sanguineo
(Pattanayak et al., 2017).

Actividad anti-lipoxidaciéon o disminucién de LDL

La propiedad antioxidante previene la formacién de colesterolemias. Se han
realizado estudios sobre esta propiedad y se evaluaron los polifenoles totales de
nuez (Juglans regia), se demostré que el acido elagico, en sinergismo con otros
polifenoles, reduce los niveles de LDL (Anderson et al., 2001), previniendo riesgos
de problemas cardiacos y obstruccion de venas.

Actividad anti-mutagénica y anti-carcinogénica

La reaccion coordinada entre el acido elagico y un tipico carcinogénico
benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-epoxido (BPDE), prueba al acido elagico como un
agente quimioprotector contra tipos de cancer causados por aromaticos policiclicos
(PAHs) (Huetz et al., 2005), inhibiendo la mutacién de células sanas. El &cido
elagico es conocido por su accién de modular la activacion de carcinogénesis por
medio de la inhibicion de las enzimas de la fase 1 del citocromo P450 e induce las
enzimas de la fase 2 que estan involucradas en la detoxificacion carcinogénica. El
acido elagico a concentraciones entre 1-100 um/L, mostré una fuerte actividad anti-
proliferativa contra células cancerigenas de colon, pulmén y préstata (Losso et al.,
2004). Se han reportado investigaciones sobre la inhibicion de la proliferacion de
células malignas de cancer de piel (melanoma), cancer de mama, de estémago,
esotfago, higado y otros (Clifford & Scalbert 2000; Seeram et al., 2005). Ahire &
Mishra, en el 2017 reportaron que el consumo de &cido elagico reduce los efectos
secundarios que se presentan en el cuerpo después de ser sometido a un proceso
de radiacién, como la reduccién de células con aberraciones y fragmentacién en los
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cromosomas, asi como las peroxidaciones lipidicas, inhibe la formacion de
eritrocitos policromaticos y el rompimiento de la cadena de ADN durante el proceso
de radiacion.

Actividad anti-microbiana

El &cido elagico ha probado ser un potente antimicrobiano, se han realizado trabajos
experimentales contra patdégenos como Staphylococcus aureus en donde no
permitié la coagulacion del plasma en un tiempo de incubacién de 24 h a 37°C,
inhibiendo el crecimiento del microorganismo (Akiyama et al., 2001). En otro estudio
los precursores del acido elagico (Punicalagina), obtenidos de cascara de granada
(Punica granatum L.), mostraron actividad antibacterial contra 18 cepas patégenas
de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina (por sus siglas en inglés MRSA),
con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 61.5 yg/mL (Machado et al.,
2002).

Actividad antiviral

El &cido elagico y los elagitaninos son estudiados ampliamente por su capacidad de
inhibir la replicacion del virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH). De la planta
Phyllanthus amarus fueron extraidos y purificados dos elagitaninos, la geranina y la
corilagina, ambos capaces de bloquear la interaccion de la glucoproteina 120 del
VIH-1, en concentraciones inhibitorias de 2.65 a 0.48 pug/mL (extracto agua/alcohol)
receptor celular primario CD4 al 50%. La inhibicion fue mas evidente para la enzima
integrasa del VIH-1 (0.48-0.16 pg/mL), la transcriptasa reversa (8.17- 2.53 ug/mL) y
proteasa (21.80-6.28 pg/mL) valores para geranina y corilagina respectivamente
(Notka et al., 2004). Esta investigacion fue llevada a cabo con voluntarios, la
administracion fue oral y la potente actividad anti-VIH en sangre fue demostrado,
obteniendo una reduccién del 5% al 30% de la replicaciéon del VIH. Este estudio
soporta la conclusion de que los elagitaninos tienen un efecto inhibitorio sobre el
VIH no sélo in vitro sino in vivo. También la concentracion de &acido elagico
disminuye la propagacion del virus VIH en el cuerpo de personas infectadas (Ruibal
et al., 2003).

Actividad gastroprotectiva

La activacion de células pancreaticas es el primer paso en el desarrollo de la fibrosis
pancreatica, el AE ha demostrado inhibir esta activacion (Masamune et al., 2005).
El efecto gastroprotectivo de los extractos de Quercus subery Quercus coccifera y
algunos taninos, como pedunculagina, castalagina, filliraeoidina A y acutissimina B,
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purificados de los extractos, fueron probados en ratones usando el modelo de Ulcera
gastrica inducida por etanol. Ambos extractos inhibieron la formacion de las Ulceras,
lo mismo sucede con los taninos purificados utilizados, dentro de los cuales destaca
el elagitanino castalgin como el méas potente (Khennouf et al., 2003).

Reduccion de los niveles de glucosa

Algunos precursores del acido elagico (lagerstroemina, flosina B y reginina A) fueron
aislados de una planta del sur de Asia (Lagerstroemia speciosa), empleada por los
nativos para controlar la diabetes mellitus. Los compuestos aislados incrementaron
el transporte de glucosa en adipocitos de rata pudiendo reducir los niveles de
glucosa en la sangre. Sin embargo, es necesario el estudio detallado de este
fendmeno debido a que no esta dilucidado el mecanismo de estimulacién del
transporte de glucosa por estas moléculas (Hayashi et al., 2002). Otra aplicacion
del acido elagico es su capacidad de formar quelatos con metales (Przewloka &
Shearer, 2002). Aun mas, el AE en forma de elagitanino tiene gran aplicacion en la
industria cosmética para la elaboracion de cremas, agua de tocador, perfumes,
maquillaje, corrector y otros productos, los cuales tienen un efecto aclarador de la
piel.

Discusion: tendencias actuales

En base al potencial preventivo y terapéutico que presenta en el acido elagico, se
comenzo a buscar alternativas para su obtencion a nivel biorreactor, utilizando como
fuentes de elagitaninos frutillas, como es del caso de la fresa y la zarzamora, con
base en estudios en donde se ha demostrado que contienen un alto contenido de
los precursores del acido elagico, con base en esto se llevo a cabo el estudio de
nuevas fuentes de enzimas para realizar la hidrélisis de las moléculas de
elagitaninos, proponiendo el uso de hongos levaduriformes no-convencionales, para
lo cual la investigacion presenta tres vertientes: 1) conocer la cantidad de
elagitaninos presentes en fresa y zarzamora; 2) determinar las cepas de levaduras
productoras de enzimas tanasa, B-glucosidasa y elagitanasa, eligiendo las cepas
que presenten mayor actividad, 3) cinéticas a nivel biorreactor utilizando tres cepas
de levaduras no-convencionales.
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Levaduras no-convencionales

Las levaduras no-convencionales son aquellas que no pertenecen al género
Saccharomyces (Gonzalez-Hernandez et al., 2015). En estas levaduras se han
centrado las investigaciones llevadas en el grupo de investigacion, ya que tienen
importantes aplicaciones dentro de los procesos de fermentacion. Desde la
produccion de etanol, hasta la obtencién de metabolitos secundarios de interés
médico. Estos microorganismos han ganado terreno, llegando a someterlas a
distintos procesos con la finalidad de poder utilizarlas como fuentes productoras de
nuevas enzimas degradativas para el caso de nuestra investigacion, con la finalidad
de obtener enzimas que puedan degradar los elagitaninos en medios de
fermentacion a nivel biorreactor.

Enzimas degradativas de elagitaninos

En la literatura se citan tres enzimas involucradas en la degradacién de elagitaninos.
La B-glucosidasa reportada por Vatten & Shetty (2003), para la produccién de acido
elagico a partir de pomaza de arandano en cultivo en medio sélido, Mingshu et al.
(2006), atribuyen a la enzima tanasa la degradacién de elagitaninos. A su vez,
Aguilera-Carb6 et al. (2009) atribuye principalmente la degradacion de los
elagitaninos a la enzima elagitanino acil hidrolasa.

Elagitanino acil hidrolasa (elagitanasa)

La elagitanino acil hidrolasa o también conocida como elagitanasa es una enzima
hidrolitica capaz de degradar elagitaninos en unidades de HHDP vy glucosa. Esta
enzima cuenta con un peso equivalente a 200 Da (Hernandez-Rivera, 2008).

Aguilera-Carbé et al., (2009) desarrollé la purificacion y caracterizacion de esta
enzima de Aspergillus niger GH1 en cultivo en medio sélido, utilizando espuma de
poliuretano con extracto acuoso de cascara de granada, aprovechando los
elagitaninos presentes en el medio como inductores. De esta investigacion se
reportd que la expresion de la enzima fue extracelular, en un tiempo de 48 horas,
con un intervalo de pH de 4 a 6, con una temperatura 6ptima de 60°C. Es la Unica
caracterizacion reportada hasta el momento, se desconoce el sistema enzimatico
asociado a la hidrdlisis de los polifenoles.
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Tanino Acil Hidrolasa (Tanasa, TAH)

La tanasa (EC. 3.1.1.20) es una enzima hidrolitica de enlaces ésteres que actla
sobre los galotaninos, elagitaninos y taninos complejos y, dado que no actua sobre
las uniones carbono-carbono, no es posible catalizar reacciones sobre los
taninos condensados (Haslam & Stangroom, 1966). A su vez la tanasa puede ser
una enzima inducible o constitutiva dependiendo del organismo productor, asi como
de las condiciones de cultivo confiriéndole propiedades fisicoquimicas diversas. La
TAH cataliza la hidrélisis del acido tanico dando como productos nueve moléculas
de acido galico y una de glucosa por cada molécula de sustrato. La tanasa es una
glicoproteina con actividad esterasa y depsidasa. Se han encontrado tanasas con
peso molecular desde 59 hasta 300 Da (Hatamoto et al., 1996) dependiendo de la
fuente. Se han reportado tanasas formadas por dos o mas sub-unidades.

La mayoria de las tanasas caracterizadas tienen su temperatura éptima de actividad
entre 30 y 40°C, pero se han reportado tanasas con temperatura 6ptima desde 20
hasta 70°C (Ramirez-Coronel et al., 2003; Battestin & Macedo, 2007; Kasieczka-
Burnecka et al., 2007). Todas las tanasas estudiadas tienen su maxima actividad a
valores de pH acidos (4.3 - 6.5), y son estables a pH igualmente acido (3.0 - 7.0),
con un punto isoeléctrico que va de 4.3 a 5.1 en la mayoria de los casos (Ramirez-
Coronel et al., 2003).

Dependiendo de la cepa y las condiciones de fermentacion, la produccion de la
enzima tanasa se puede dar de forma constitutiva o inducida. Knudson (1913)
reportd que la produccién de tanasa solo ocurre en presencia de acido tanico, dando
como productos finales de la hidrdlisis, el acido galico y la glucosa. Posteriormente
Seiji et al. (1973) observaron la produccion de tanasa cuando el microorganismo
crece solamente sobre glucosa. Por otra parte, Siegenthaler et al. (1997)
demostraron que Aspergillus japonicus produce tanasa de manera constitutiva
cuando crece en un medio con azucares simples o complejos, pero que la
produccion de la enzima se duplicd cuando crecidé con acido tanico como unica
fuente de carbono.

La TAH puede ser extraida de fuentes animales y vegetales, pero para su
produccion comercial se prefiere utilizar fuentes microbianas, ya que las enzimas
producidas por microorganismos suelen ser mas estables que sus analogas de
origen vegetal o animal (Rodriguez-Duran et al., 2010). Esta enzima ha sido
determinada en microorganismos como: Aspergillus niger, Cryphonectria parasitica,
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Verticillium sp, Penicillium chrysogenum y Paecilomyces variotii, (Kasieczka-
Burnecka et al., 2007; Battestin & Macedo, 2007).

En levaduras no-convencionales se han reportado cepas de Candida sp. (Aoki et
al., 1976; Belmares et al., 2004), Pichia sp. (Deschamps & Lebeault, 1984),
Debaryomyces hansenii, (Deschamps & Lebeault, 1984), Mycotorula japonica
(Belmares et al., 2004).

p—glucosidasa

Las B-glucosidasas (B-D-glucosido glucohidrolasa, EC 3.2.1.21) son enzimas
hidroliticas que actuan sobre los enlaces glucosidicos B (1-4) de oligosacaridos,
originando como producto final monémeros de glucosa. La afinidad de esta enzima
disminuye al aumentar el grado de polimerizacion de los oligosacaridos, siendo
inactivos sobre los polimeros. Las B-glucosidasas también disponen de actividad
transferasa o transglucosidasas por lo que pueden generar productos de mayor
tamano que los oligosacaridos iniciales, lo cual determina su utilizacion en la
biosintesis de estos (Casablanca et al., 2011).

El origen de la enzima esta reportado principalmente en hongos filamentosos como
Aspergillus oryzae (Riou et al., 1998), Achatina aulica, Periconia sp., Botryodiplodia
theobromae y en bacterias aerobias como Phanerochaete chrysosporium (Li et al.,
1998), Streptomyces sp., sin embargo, se han realizado algunos estudios para
encontrar nuevas fuentes de esta enzima. Se ha demostrado que algunas cepas de
Saccharomyces cerevisiae poseen actividad B-glucosidasa (Hernandez et al.,
2003). Este estudio se ha extendido hacia levaduras no-convencionales de los
géneros Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora y Pichia, son
productoras de p-glucosidasa, las cuales han sido reportadas con actividad
intracelular y extracelular (Cordero-Otero et al., 2003).

La enzima B-glucosidasa, forma parte del sistema de celulasas que est4 conformado
por endoglucanasas, exoglucanasas y p-glucosidasas, las cuales hidrolizan
sinérgicamente la celulosa cristalina. La celulosa, tiene una compleja estructura y
gran cantidad de enlaces B-1-4, representando un reto para los procesos de
hidrdlisis, debido a que estara determinada por el area de contacto entre la enzima
y la molécula, las dimensiones de los poros de las fibras, asi como por la
cristalinidad de la molécula (Buschle-Diller, et al., 1994).
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La cristalinidad de una molécula de celulosa esta determinada por los enlaces de
hidrégeno intermoleculares formando una estructura fibrilar terciaria de alta
cistalinidad, zona en la que las endoglucanasas hidrolizan la molécula para formar
zonas amorfas, obteniendo cadenas con menor grado de polimerizacion. La enzima
exoglucanasa B-1,4, continla la accion de la endoglucanasa sobre la misma
cadena, liberando como producto el dimero de la glucosa, que es la celobiosa.
Dentro de este proceso la B-1,4 glucosidasa completa el proceso hidrolitico
convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa o removiendo glucosa desde los
extremos no reductores de pequefios celoligosacaridos (Lynd et al., 2005).

Conclusiones

Existe una ferviente necesidad de encontrar nuevos compuestos de origen natural
que puedan ser utilizados para aportar nutrientes y propiedades para complementar
tratamientos médicos. Esto ha suscitado el interés por productos cuyo proceso de
obtencidn sea en base a un proceso biotecnoldgico, implicando el uso de
microorganismos, llegando a descubrir nuevos géneros, nuevas especies, pero,
ademas, nos ha llevado a encontrar caracteristicas de estos microorganismos que
resultan ser fascinantes. En base a lo antes mencionado, podemos concluir que las
mejoras en el proceso de obtencion de acido elagico, asi como la resolucion de sus
mecanismos de accidn seguiran en constante actualizaciéon ya que se representa
un avance en el area médica muy importante, esperando que las fuentes vegetales
para su obtencién sean cada vez mas y que el proceso de obtencion sea mejorado
y que se logre una difusién de los resultados obtenidos de las investigaciones
realizadas, para que cada vez mas personas puedan conocer los beneficios que
implica el consumo del acido elagico.
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